BUNDESREPUBL IK D ELlfecHLAND 



PCT/DE OQ/02753 



D£ <=>£> 



PRIORITY 
DOCUMENT 

SUBMITTED OR TRANSMITTED 
BUT NOT IN COMPLIANCE WITH 
RULE 17.1(a) OR (b) 




REC'D 26S 


iP 2000 1 
15T A 


— 





e 5 u \0/ 09 

Prioritatsbescheinigung iiber die Einreichung 
einer Patentanmeldung 



Aktenzeichen: 

Anmeldetag: 

Anmelder/lnhaber: 

Bezeichnung: 

IPC: 



199 46 458.8 

28. September 1999 

Fraunhofer-Gesellschaft zur Forderung der 
angewandten Forschung eV, Munchen/DE 

Vorrichtung und Verfahren zur Charakterisierung 
von Spharoiden 

C 12 M 1/42 




Die angehefteten Stucke sind eine richtige und genaue Wiedergabe der ur- 
sprunglichen Unterlagen dieser Patentanmeldung. 



Munchen, den 14. September 2000 
Deutsches Patent- und Markenamt 

Der President 
Im Auftrag 



I 



Eben 



# 



990809PDE 

Fraunhof er-Gesellschaf t 



Vorrichtung und Verfahren zur Charakterisierung von 

V Spharoiden 

, / , % — - 

• • * * * ' . v r m . 

5 Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung und ein 

"Verfahr en "zur Charakterisierung von Zellverbanden 7 die ~ 
unter Mikro crravitationsbedingungen aggregiert sind 
Unter Mikrogravitationsbedingungen aggregierte 3D- 
Zellverbande, sogenannte Spharoide, konnen als Modelle 
fur gentechnologische und pharmakologische Frage- 
stellungen verwendet werden. 

. Der Einsatz von Spharoiden als Modelle fur 
pharmakologische und gentechnologische Fragestellungen 
erfordert deren Charakterisierung hinsichtlich der 
Wirkung von Pharmaka bzw. genet ischen Manipulationen . 

Zur Charakterisierung werden derzeit molekular- 
biologische Methoden, wie beispielsweise Nukleinsaure- 
hybridisierung oder Verwendung von Antikorpern, einge- 
setzt. Die Auswertung erfolgt mittels Fluoreszenz- 
Mikroskopie. Hierfur mussen jedoch mit hohem Aufwand 
Schnittpraparate angefertigt werden. 

Diese Methode der Charakterisierung von Spharoiden 
ist daher aufwendig und erfordert zu deren Auswertung 
erfahrenes Fachpersonal . Ein gerade fiir den indus- 
triellen Einsatz wunschenswerter hoher Durchsatz, die 
Moglichkeit der Automatisierung und ein zerstorungs- 
freies Charakterisieren sind mit den bisher bekannten 
Methoden nicht moglich. 
30 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht 
darin, eine Vorrichtung und ein Verfahren zur 
Charakterisierung von Spharoiden anzugeben, die einen 
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hohen Durchsatz, die Automatisierung sowie ein 
zerstorungsf reies Charakterisieren der Spharoide 
ermoglicht. 

5 Die Aufgabe wird mit der Vorrichtung und dem 

Verfahren nach Anspruch 1 bzw. Anspruch 7 gelost* 
Vorteilhafte Ausgestaltungen des Verfahrens und der 
Vorrichtung sind Gegenstand der Unteranspruche . 

^^^^^10 Das erfindungsgemaSe Verfahren und die erfindungs- 

■ B gemaSe Vorrichtung beruhen auf der Charakterisierung 
der Spharoide mittels Impedanz-Spektroskopie . 

Bisher wurden Bio-Impedanzmessungen eingesetzt, um 
Gewebe- und Organschaden zu charakterisieren und zu 
15 uberwachen, fur Hautstudien sowie fur die Tumor- und 
Dentalf orschung . Hierbei wurden beispielsweise 
Elektroden direkt mit dem Gewebe in Kontakt gebracht . 
Impedanz - Spekt rogramme von kultivierten Zellverbanden 
wurden auf genommen, indem Zellkulturen auf planaren 
20 Elektrodensubstraten kultiviert wurden und die Impedanz 
zwischen den Elektroden bestimmt wurde, oder indem die 
Zellkulturen auf Filtermembranen kultiviert wurden und 

... die_.Impedanz_ dur_ch_ Zellschicht. und. Fil.termembran 

bestimmt wurde (vgl. z.B. J". Wegener et al . , J. 
25 Biochem. Methods 32 (1996), 151-170). Ein derartiges 
Vorgehen ist mit Spharoiden nicht moglich. 

_ — •• Be ^ m er f i n d un g S g em aSen Verfahren werden Spharoide 
in eine Rohre eingebracht, die zumindest in einem 
30 Bereich ihrer Langsachse, im folgenden als Posi- 

tionierbereich bezeichnet, einen geringeren Innendurch- 
messer als die Durchmesser der zu charakterisierenden 
Spharoide hat. Die Rohre besteht in diesem Positionier- 
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bereich entweder vollstandig aus elektrisch 
isolierendem Material oder weist an ihrem Innenumfang 
elektrisch isolierende Eigenschaf ten auf, beispiels- 
weise aufgrund einer Beschichtung mit einer 
5 Isolationsschicht . 

Die Retire, beispielsweise eine ^ KapillareV wird 
zunclchst luf tblasenf rei mit einem Kulturmedium ge f ul 1 t . 
AnschlieSend wird der Spharoid in den engen 
Positionierbereich der Rohre eingebracht, so daS er 
10 aufgrund des geringeren Innendurchmessers der Rohre in 
diesem Bereich umlaufend mechanischen Kontakt zur 
Innenwandung der Rohre aufweist. AnschlieSend wird uber 
eingebrachte Elektroden ein StromfluS entlang der 
Rohrenachse tiber das Kulturmedium und den Spharoid 
15 erzeugt und die liber dem Spharoid abfallende Spannung 
gemessen. Aus Strom und Spannung wird die Impedanz 
gebildet. Zur Aufnahme eines Impedanzspektrogramms wird 
die Impedanz des Spharoiden uber einen in der Regel 
zusammenhangenden Frequenzbereich erfaSt. 

20 

Zwischen dem Impedanzspektrogramm und dem Aufbau 
des Spharoiden bzw, dessen Veranderung, beispielsweise 
im Bereich der Zellmembran, des Zytoplasma oder des 
intrazellularen Raumes, kann ein Zusammenhang 

25 hergestellt werden, der der Charakterisierung des 
Spharoiden dient . 

Die Impedanzspektroskopie a n Spharoiden wird bei 

dem erf indungsgemaSen Verfahren gerade dadurch 
ermoglicht, dafi der Spharoid einen umlaufenden 

3 0 mechanischen Kontakt zur elektrisch isolierenden 

Innenwandung der Rohre aufweist, so daS bei Einspeisen 
eines Stromes kein StromfluS uber das Kulturmedium oder 
andere Wege am Spharoid vorbei moglich ist, der zu 
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Fehlmessungen fuhren wiirde. Der Strom flieEt aufgrund 
dieser Anordnung in jedem Falle durch den Spharoiden. 
Es konnen somit Impedanzen und Impedanzspektren von 
Spharoiden mit hoher Empf indlichkei t gemessen werden. 
Dadurch wird die schnelle und zerstorungsf reie Charak- 
terlsierung dieser Spharoide m6glich. Insbesondere 
lassen sich aus den Impedanzspektren auch. Parameter . fur 
automatische Testsysteme gewinnen, so da£ der Test der 
Wirkung von Pharmaka und genet ischen Manipulationen auf 
Spharoide mit einenv hohen Durchsatz realisiert werden 
kann. 



Die erf indungsgemaSe Anordnung best eh t aus der 
Rohre aus elektrisch isolierendem Material oder mit 

15 einer entsprechenden Beschichtung - zumindest im 

Positionierbereich, und weist im Positionierbereich, an 
dem der Spharoid bei der Messung positioniert wird, 
einen Innendurchmesser auf, der kleiner als der 
Durchmesser des zu charakterisierenden Spharoiden ist. 

20 Auf einer Seite dieses Bereiches ist ein erstes 

Elektrodenpaar mit einer inneren und einer auSeren 
Elektrode angeordnet . Auf der zweiten, in Richtung der 
Rohrenlangsachse gegenuberl-iegenden -Seite des 
Positionierbereiches ist ein zweites Elektrodenpaar mit 

2 5 einer inneren und einer auSeren Elektrode angeordnet. 

Die innere Elektrode liegt jeweils naher am 
Positionierbereich als die aufiere Elektrode. Die 
Elektroden konnen hierbei am Innenumfang der Rohre 
angebracht sein oder sich in das Innenvolumen der Rohre 

3 0 erstrecken. 

Die Vorrichtung weist weiterhin eine MeSanordnung 
zur Einspeisung eines Wechselstromes zwischen den 
beiden auSeren Elektroden und zur Erfassung einer 
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resultierenden Wechselspannung zwischen den beiden 
inneren Elektroden auf . Alle Elektroden mussen hierbei 
selbstverstandlich von auSerhalb der Rohre kontaktier- 
bar sein. Die MeSanordnung kann beispielsweise aus 
5 einem kommerziell erhaltlichen Impedanz -Analyzer 
bestehen. 

Die erfindungsgemaEe Anordnung ermoglicht die 
schnelle und zerstorungsf reie Charakterisierung von 

10 Spharoiden. Durch die Anordnung mit dem geringen 

Rohr endur chmes s er zur Positionierung der Spharoide und 
den beidseitig in Langsrichtung der Rohre angeordneten 
Elektrodenpaaren haben die Shunt-Wege einen sehr hohen 
Widerstand und der EinfluS der Elektrodenpolarisation 

15 kann aufgrund der Anordnung der getrennten Elektroden 
fur die Erzeugung des Stromf lusses und die Messung der 
Spannung vernachlassigt werden. Gerade hierdurch ist es 
moglich, die Impedanz von Spharoiden mit hoher Empfind- 
lichkeit zu bestimmen, die in der Regel einen geringen 

20 Widerstand aufweisen. 



Es versteht sich von selbst, daS fur die Durch- 
fuhrung der Messung der Durchmesser der Rohre an den 
Durchmesser der Spharoiden angepaSt sein mufi - oder 
umgekehrt, da zu kleine Spharoide keinen umlaufenden 
Kontakt zur Innenwandung der Rohre aufweisen wiirden. 
Die GroSe von Spharoiden liegt in der Regel im Bereich 
zwischen 0,1 und 0,5 mm, so daS der Durchmesser der 
Rohre im gleichen Bereich liegen raufi. 
30 Fur die Charakterisierung von Spharoiden unter- 

schiedlicher GroSe werden vorzugsweise mehrere Rohren 
mit unterschiedlichem Durchmesser zur Verfugung 
gestellt. Die einzelnen Spharoide konnen hierbei 
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beispielsweise liber ein Lochraster in der GroSe 
vorselektiert werden. Dies gewahrleistet eine jeweils 
reproduzierbare Messung, bei der die Spharoide in der 
Rohre jeweils in gleichem MaSe zusammengepreSt werden. 

5 

Vorzugsweise weist die Rohre "auf eirier oder beiden 

Seiten des Positionierbereichs eine trichter f ormige 

Aufweitung auf, die das einfache und schnelle 
Einbringen der Spharoide ohne Beschadigung in den Posi- 
^^^^^ 10 tionierbereich ermoglicht. Die Elektroden sind hierbei 
vorzugsweise in dem trichterf ormig auf geweiteten 
Bereich angeordnet und erstrecken sich radial in die 
Rohre hinein. Durch die Aufweitung in diesem Bereich 
wird das Einbringen der Spharoide nicht durch die 
15 Elektroden behindert . 



Zur Positionierung der Spharoide in der Rohre 
werden diese vorzugsweise uber eine auf das Kultur- 
medium einwirkende Pumpe in die Rohre hineingepreSt 
2 0 oder gesaugt . Die Kontrolle der richtigen Position kann 
hierbei auf optischem Wege erfolgen. 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm wird bei dem 

WM Positionieryqrgang jedoch ein . Stromf luS uber die 

^ ^ Elektroden erzeugt und der resultierende Widerstand 

2 5 gemessen. Bei korrekter Positionierung der Spharoide 

steigt dieser Widerstand stark an. Diese Kontrolle kann 
beispielsweise uber die Messung des Gleichstromwider- 
standes erfolgen. 

3 0 Selbstverstandlich ist es auch moglich, die Rohre 

im Positionierbereich selbst trichterf ormig auszu- 
gestalten, so da& mit einer Rohre Spharoide mit 
unterschiedlichem Durchmesser charakterisiert werden 
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konnen, die sich an unterschiedlichen Stellen des 
trichterf ormigen Posi tionierbereichs der Rohre 
festsetzen. Hierbei besteht allerdings das Problem der 
Reproduzierbarkeit , da die Starke des Zusammenpressens 
5 der Spharoide und damit deren Lange bzw. Wider stand 

entlang der Rohrenachse vora AnpreSdruck abhangt . Dieses 

Problem„lafit_sich_mit ^einemJcons tan ten R5hr endur ch- 

messer vermeiden. 

In einer weiteren Ausf uhrungsf orm ist eine Rohre 
^^Tm^IO vorgesehen, bei der sich der Innendurchmesser im 

Positionierbereich entlang der Langsachse in Stufen 
andert . Hierdurch lassen sich ebenfalls Spharoide 
verschiedener GroSe fixieren. 

15 Durch die erf indungsgemaSe Anordnung und das 

zugehorige Verfahren laSt sich ein Spharoid in sehr 
kurzer Zeit vermessen. Die Impedanzmessung laSt sich in 
weniger als 1 Sekunde durchfuhren. Die Zeit fur die 
Positionierung liegt im Bereich weniger Minuten oder 
20 darunter. 

Insbesondere fur den industrielleri Einsatz ist 
eine array formige Anordnung einer Vielzahl der 
erfindungsgemaSen Vorrichtungen von Vorteil, die 
beispielsweise unterschiedliche Durchmesser aufweisen 
25 konnen. Hierdurch lassen sich eine Vielzahl von 
Spharoiden parallel charakterisieren . Weiterhin 

ermoglicht der Einsatz von Roh ren mit konstantem 

Querschnitt uber den Positionierbereich das Einbringen 
der Spharoide von einer Seite der Rohre und das 
3 0 AusstoSen der Spharoide nach der Messung auf der 
gegentiber 1 i egenden Seite der Rohre, so dafi in 
automatischen MeSsystemen ein kontinuierlicher 
Durchsatz erreicht werden kann . 
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Ein bevorzugtes Einsatzgebiet des vorliegenden 
Verfahrens bzw. der zugehorigen Vorrichtung liegt im 
Bereich der (Chemo- ) Therapeutika-Testung 
5 (Pharmakologie, Pharmakokinetik; Nebenwirkungen) und 
ihirer Wirkmechanismen . So laSt sich damit 
be i sp i els we i s e der Nachweis genther apeu t i scher Ansatze 
an Krebs -Tumor spharoiden durchfuhren. Mit Hilfe der 
Impedanzspektroskopie unter Einsatz des vorliegenden 
d^flj^ 10 Verfahrens bzw. der Vorrichtung mit posi tioniertem 
genmanipuliertem Tumorzellspharoid konnen 
^^^^ morphologische Veranderungen, Disintegration des 

Gewebes sowie Zunahme nekroti scher Areale anhand von 
Impedanzanderungen der Zellmembran in kiirzester zeit 
15 reproduzierbar bestimmt werden. Der Einsatz der 

vorliegenden Vorrichtung stellt somit ein rasches und 
effizientes Nachweisverf ahren bezuglich der Wirksamkeit 
von Genkonstrukten fur den Einsatz in der Tumor- 
Gentherapie bereit. 

20 

Die Erfindung wird nachfolgend anhand von Aus- 
fuhrungsbeispielen in Verbindung mit den Zeichnungen 
^ETS^^ nochmals erlautert . _ Hierbei zeigen : __ _ 



25 Fig. 1: eine Schnittdarstellung eines Ausschnitts 

einer Ausf uhrungsf orm der erf indungsgemaSen 
Vorrichtung mit positioniertem Spharoid; 

Fig. 2: die schematische Darstellung eines 

Ausfuhrungsbeispiels der erf indungsgemaSen 
3 0 Vorrichtung zur Charakterisierung von 

Spharoiden mittels Impedanzspektros- 
kopie; und 
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Fig. 3a/b: in Schnittdarstellung zwei weitere 

Beispiele der geometrischen Form der Rohre 
der erf indungsgemaEen Vorrichtung. 

In diesem Ausf lihrungsbei spiel besteht die erfin- 
dungsgemaEe Vorrichtung aus einer ROhre mit einem 
I nnendu r chmes ser von 0,2 mm im Positionierbereich des 
Spharoiden und einem Innendurchmesser von 4 mm auSer- 
halb dieses Positionierbereichs . Eine derartige Rohre, 
wie sie in Fig. 1 dargestellt ist, la&t sich aus einer 
engen Kapillare 1 aus isolierendem Material, wie z.B. 
Glas, herstellen, an die beidseitig Glasrohren 2 mit 
groSerem Durchmesser angeschmolzen werden. 

Im vorliegenden Beispiel haben die Kapillare eine 
Lange von 8 mm und die Glasrohrchen eine Lange von 40 
mm. Der Ubergang der Innendurchmesser von Glasrohrchen 
2 und Glaskapillare 1 verlauft trichterf ormig . 

In den beiden angeschmolzenen Glasrohrchen 2 ist 
jeweils beidseitig vom Positionierbereich in einem 
Abstand von 15 mm zur Mitte dieses Bereiches eine erste 
Bohrung und in einem Abstand von 20 mm zur Mitte dieses 
Bereiches eine zweite Bohrung eingebracht. Die 
Bohrungen haben einen Durchmesser von 0,4 mm. In die 
Bohrungen sind vier Platindrahte 3, 4 mit einer Lange 
von 10 cm und einem Durchmesser von 0,3 mm eingeklebt. 
Die Platindrahte bilden die aufieren Elektroden 4 

bzw. die inneren Elektroden 3 fur die Aufnahme des 

Impedanzspektrogramms . Es versteht sich voh selbst, da£ 
die hier angegebenen Abstande der Elektroden zum 
30 Zentrum der Rohre nur beispielhaft zu verstehen sind, 
und auf die Messung keinen wesentlichen EinfluS haben. 
Ebenso konnen die Elektroden auch in anderer Weise, 



15 



20 
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beispielsweise als Beschichtung, in der Rohre angeord- 
net werden. 

Fig. 1 zeigt weiterhin das in die Rohre luft- 
5 blasenfrei eingefiillte Kulturrnedium 5 sowie den 

positionierten, in den Positionierbereich eingepreSten 

Sphamid . 6 Zur . Durchfuhrunq der Me s sung werden die 

beiden auSeren Elektroden 4 mit einem Wechselstrom 
beauf schlagt . Die ttber das Spharoid 6 abfallende 
V^fl^ 10 Wechselspannung wird mit den beiden inneren Elektroden 
% P 3 erfafit. 

Fig. 2 zeigt schematisch ein Beispiel fur die 
vollstandige erf indungsgemaSe Vorrichtung. In dieser 
15 Figur sind wiederum der enge Positionierbereich der 

Glaskapillare 1, die beiden auSeren Glasrohrchen 2 mit 
einem groEeren Innendurchmesser sowie die auSeren 4 und 
inneren Elektroden 3 zu erkennen. Zum Einbringen des 
Spharoiden wird der Glaskorper 1,2 mit den Elektroden 
20 an einer Halterung befestigt. Die untere Offnung des 

Glasrohrs wird uber einen mit Kulturrnedium 5 gefullten 
Schlauch 7 - im vorliegenden Fall mit einer Lange von 
20 "cm und einem" Innendurchmesser von -5 -mm - an -ein - 
Feinregelventil 8 mit DruckablaEventil angeschlossen. 
2 5 Uber das Feinregelventil wird das Kulturrnedium so 

lange aus dem Schlauch in den Glaskorper 1,2 gedruckt, 
bis der Glaskorper vollstandig mit dem Kulturrnedium 5 
gefiillt ist. AnschlieSend wird der zu charakterisieren- 
de Spharoid 6 durch die obere Offnung des Glaskorper s 
30 in das Kulturrnedium 5 eingebracht . AnschlieSend wird an 
die obere Offnung des Glaskorpers ein mit 01 gefullter 
Schlauch 9 angeschlossen. Der mit 01 gefullte Schlauch 
ist mit seinem anderen Ende an einen beweglichen Kolben 
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10 angeschlossen. Danach wird das DruckablaSventil 8 
geoffnet. Wenn der Spharoid 6 durch die Schwerkraft in 
den trichterf ormigen Ubergang von Glasrohr 2 und 
Kapillare 1 gesunken ist, wird der Spharoid durch 
geeigneten Betrieb des beweglichen Kolbens 10 zentral 
posit ioniert ~. Die^entrale zu 

erkennen Zur Positionierun g des S pharoiden werden 

durch den beweglichen Kolben uber den olgefullten 
Schlauch Druckunterschiede in der Kapillare erzeugt. 
Nach der Positionierung verbleibt der Spharoid 6 in der 
entsprechenden Position, in die er gepreSt wurde. 

Die vier Platinelektroden 3, 4 werden an einen 
Impedanz -Analyzer , bestehend aus einer Stromquelle 11 
und einem Spannungsmesser 12, angeschlossen. Uber die 
aufien liegenden Elektroden 4 wird ein Strom 
i = I* x sin (cot + (pi) eingespeist, der so geregelt 
wird, daS der Spannung sab fall u = U* x sin(cot+<p u ) liber 
die innen liegenden Elektroden 3 etwa 10 mV betragt . 
Diese Wechs el spannung wird liber den Spannungsmesser 12 
erf aSt . Aus Strom und Spannung werden vom Impedanz- 
Analzyer der Betrag und die Phase der Impedanz 
gebildet. Urn das charakteristische Impedanz spekt rum des 
Spharoiden 6 zu erhalten, werden die Impedanzen uber 
den Frequenzbereich von 20 Hz bis 1 MHz bestimmt. 

Die Figuren 3a und 3b zeigen zwei weitere 

Beispiele fur die geometrische Form der Rohre der 
erf indungsgemaSen Vorrichtung. Der Rohrenquerschnitt 
30 andert sich uber den Positionierbereich 1 stuf enf ormig . 
Bei der Ausgestaltung der Figur 3b sind zusatzlich 
Wolbungen vorgesehen, die die Anderung der Position der 
Spharoide 6 wahrend der Messung verhindert, wenn 
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beispielsweise unbeabsichtigt liber die den Spharoiden 
umgebende Fliissigkeit leichte Krafte auf den Spharoiden 
wirken. 

Beide Ausf uhrungsf ormen erlauben die Aufnahme von 
Spharoiden 6 unterschiedlicher Gro&e, wie aus den 
Figuren deutlich zu erkennen 1st. Selbstvers tSndlich 
wird bel <der Messung jeweils nur ein Spheroid in der 
Rohre fixiert. Die in den Figuren zu erkennenden drei 
Spharoide 6 sind in diesem Beispiel nur zur 
Veranschaulichung gleichzeitig dargestellt. Eine 
Vorselektion der Spharoide nach der GroEe ist bei 
di eser Form der Rohren nicht erf orderlich. Die 
Kontrolle der richtigen Positionierung kann 
beispielsweise optisch oder elektrisch erfolgen, wie 
dies bereits weiter oben erlautert wurde. 
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Patentanspriiche 



1. Vorrichtung zur Charakterisierung von Spharoiden, 
bestehend aus 

einer Rohre (1, 2), die in einem Bereich (1) ihrer 
5 Langsachse einen Innendurchmesser aufweist, der 

^fe^^^ kleiner als der Durchmesser der zu charakterisieren- 

■ den Spharoide (6) ist, wobei die Rohre in dem 

^^^^ Bereich (1) zumindest an ihrem Innenumfang aus 

elektrisch isolierendem Material besteht; 

10 - einem ersten Elektrodenpaar (3,4) in der Rohre (2) 
auf einer ersten Seite des Bereichs (1) und einem 
zweiten Elektrodenpaar (3, 4) in der Rohre (2) auf 
einer zweiten Seite des Bereichs (1) , die der ersten 
Seite gegenliberliegt, wobei jedes Elektrodenpaar 
15 (3,4) eine innere Elektrode (3) und eine auSere 

Elektrode (4) aufweist, von denen die innere 
Elektrode (3) naher an dem Bereich (1) liegt als die 
^^^^^ auSere Elektrode (4) ; und 

m ■ *VM " ^i ner MeSanordnung (11, 12) mit einer Stromquelle 

^^^^ 20 (11)/ die mit den auSeren Elektroden (4) verbunden 

ist, und einem Spannungsmesser (12), der mit den 
inneren Elektroden (3) verbunden ist. 



2. Vorrichtung nach Anspruch 1, 
2 5 dadurch gekennzeichnet , 

daS die Rohre (1,2) auf einer Seite oder beidseitig des 
Bereichs (1) eine trichterf ormige Aufweitung aufweist. 

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, 
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dadurch gekennzeichnet, 

da£ sich die Elektroden (3,4) radial in die Rohre (2) 
erstrecken. 

4. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekerinzeichnet, 

daS die Rohre (1, 2| in dem Bereich (1) einen 
Innendurchmesser zwischen 0,1 und 0,5 mm aufweist. 

5. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet , 

da£ die Rohre (1, 2) aus Glas besteht. 

6. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
15 dadurch gekennzeichnet, 

daS sich der Innendurchmesser der Rohre (1,2) in dem 
Bereich (1) stufenformig andert . 

7. Verfahren zur Charakterisierung von Spharoiden mit 
20 folgenden Schritten: 

- Bereitstellen einer Rohre (1, 2), die in einem 
Bereich (1) einen Innendurchmesser aufweist, der 

k-leiner als- der Durchmesser _de^ _z_u ^_ 

charakterisierenden Spharoide ist, wobei die Rohre 
25 in dem Bereich (1) zumindest an ihrem Innenumfang 

aus elektrisch isolierendem Material besteht; 

- Auffullen der Rohre (1, 2) mit einem fllissigen 
Kulturmedium ( 5 ) ; 

- Einbringen eines Spharoiden (6) in den Bereich (1) 
30 der Rohre (1, 2) , so daS dieser einen umlaufenden 

mechanischen Kontakt zur Innenwandung des Bereichs 
(1) der Rohre (1, 2) aufweist; 
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Erzeugen eines Wechselstromf lusses im Kulturmedium 
(5) entlang der Langsachse der Rohre uber den 
Spharoiden (6) ; und 
- Messung der uber den Spharoiden (6) entlang der 
5 Langsachse der Rohre abfallenden Wechselspannung. 

8 - Ver f ahren^nach Anspruch, 7 , 

dadurch gekennzeichnet , 

daS das Einbringen des Spharoiden (6) mittels Ansaugen 
10 oder Einpressen durch Erzeugen eines Druckunterschiedes 
im Kulturmedium (5) durchgefuhrt wird. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 7 oder 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

15 daS eine korrekte Positionierung des Spharoiden (6) in 
dem Bereich (1) uber die Erzeugung und Messung eines 
Gleichstromes entlang der Langsachse der Rohre im 
Bereich (1) wahrend des Einbringens des Spharoiden (6) 
erf olgt . 

20 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 6 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi zu charakterisierende Spharoide (6) vor dem 
Einbringen iiber ein Lochraster in der Grofie 
25 vorselektiert werden. 
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Zusammenf assung 



Die vorliegende Erfindung betrifft eine Vor- 
richtung und ein Verfahren zur Charakterisierung von 
Spharo idenv — - - - ~ 

Hierbei wird der zu charakterisierende Spharoid in eine 
Rohre aus elektrisch isolierendem Material und mit 
einem Innendurchmesser eingebracht, der kleiner ist als 
der Durchmesser des zu charakterisierenden Spharoiden, 
so dafi dieser einen umlauf enden mechanischen Kontakt 
zur Innenwand der elektrisch isolierenden Rohre hat. 
Beidseitig des Spharoiden sind in der Rohre Elektroden 
angeordnet, uber die ein Stromflufi durch den Spharoiden 
erzeugt und der resultierende Spannungsabf all am 
Spharoiden gemessen werden kann. 

Die erf indungsgemaSe Anordnung und das zugehorige 
Verfahren errnoglichen die Aufnahme eines Impedanz- 
spektrums von Spharoiden mit hoher Empf indlichkeit . 
Dadurch wird die schnelle und zerstorungsf reie 
Charakterisierung von Spharoiden realisiert. 
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